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 要旨 
 
ショウジョウバエは腐敗、発酵した果実、樹液、朽木、キノコなどを主食とし
ていることが知られているが、種によって異なる環境に生息していることから、
異なる微生物に適応してきたと考えられる。例えば、キイロショウジョウバエ
( Drosophila melanogaster )は、人の生活環境に適応し、世界各地に広く分布し
ている。一方、同じキイロショウジョウバエ種群に属するタカハシショウジョウ
バエ( D. takahashii )、イチジクショウジョウバエ( D. ficusphila )、キハダショ
ウジョウバエ( D. lutescens )は、キイロショウジョウバエとは異なり、野外に生
息している。この様に、生息する環境の違いから、これら 4 種の間には微生物に
対する応答に差異があることが予想される。そこで本研究では、4 種のショウジ
ョウバエの微生物に対する適応の違いを調べるため、アオカビ(Penicillium sp.) 
を経口摂食した幼虫の腸内細菌叢の変動を、次世代シーケンサーを用いた 16S 
rRNA 遺伝子解析によって調べ、4 種間での比較を行った。 
その結果、D. melanogaster においては、アオカビを摂食しなかった場合は
Acetobacteriaceae 科に属する細菌が菌叢の 8 割以上を占め優占的となった。ア
オカビを摂食した場合は 2～3 割の細菌の組成に差が見られたが、優占的な細菌
群が Acetobacteriaceae 科であることに変わりなかった。この結果は、レプリケ
ーション間においても同様であった。D. takahashii、D. ficusphila、D. lutescens
においては、アオカビを摂食した場合、摂食しなかった場合ともに、
Acetobacteriaceae 科、Lactobacillaceae 科、Propionibacteriaceae 科に属する
細菌が全体の 8 割以上を占めていた。この 4 種においては、摂食しなかった場
合でも、アオカビを摂食した場合でも、レプリケーション間で細菌叢にばらつき
が見られた。そこで Scheirer-Ray-Hare 検定を用いて、アオカビを摂食したこ
 とによって細菌叢の組成に影響を与えるかを解析した。その結果、アオカビ摂食
による細菌叢の組成の違いには統計的に有意な差は得られなかった。 
今回の研究から、アオカビによる腸内細菌叢への影響は明らかにできず、4 種
間でアオカビへの耐性の比較はできなかったが、ショウジョウバエ幼虫の腸内
細菌叢は、飼育している培地の細菌叢が大きく影響することが示唆された。 
  
 Abstract 
 
Drosophila flies mainly feed on fallen (fermented) fruits, slime fluxes, 
degraded mushrooms and decaying wood, which are biochemically processed 
by various bacteria and fungi. Because Drosophila flies and maggots are 
exposed to various microorganisms throughout their life by ingestion. 
Therefore, Drosophila species should have adapted to various microbial 
environments. In this study, I focused on four Drosophila species, Drosophila 
melanogaster, D. takahashii, D. lutescens and D. ficusphila belonging to the 
melanogaster species group, which have different ecological characters. For 
example, D. melanogaster is a cosmopolitan species that adapts to domestic 
environment. By contrast, D. takahashii, D. lutescens and D. ficusphila 
inhabit natural field environment. These facts indicate that responses to 
microbes are different among these Drosophila species. To clarify mechanisms 
of responses to microbes and their evolutionary differentiations among 
species, the influence of ingesting Penicillium sp. on gut microbiota was 
compared among these four species by 16S rRNA gene amplicon sequencing 
by a high throughput DNA sequencer.  
As the results, bacteria belonging to the family Acetobacteriaceae 
dominated in the gut microbiota of D. melanogaster larvae, when they did not 
ingest Penicillium. Bacteria belonging to the family Acetobacteriaceae 
dominated when they ingested Penicillium as well, but there were 20-30 % 
differenced in the gut microbiota in total. Similar results were obtained by 
replicating the experiment several times. The bacterial families 
 Acetobacteriaceae, Lactobacillaceae and Propionibacteriaceae accounted for 
approximately 80 % of the gut microbiota in other three species, when they 
did not ingest Penicillium. In these four species, the gut microbiota varied 
among the replications and when they ingested Penicillium. Using the 
Scheirer-Ray-Hare test, I examined the factors of the variations in the gut 
microbes. As the results, there was no statistical significance due to the 
Penicillium ingestion. Therefore, the influence of Penicillium on gut 
microbiota was not detected. The variations in the gut microbes among 
replications was attributed to the difference in microbiota in the rearing 
medium of Drosophila larvae. 
 
  
 
目次 
 
 
序論  ・・・   1 
材料と方法 ・・・   4 
結果  ・・・  11 
考察  ・・・  16 
結論  ・・・  22 
謝辞  ・・・  23 
参考文献 ・・・  24 
表  ・・・  29 
図  ・・・  40 
1 
序論 
 
ショウジョウバエは世界中に分布し、様々な環境に生息している。ショウジョ
ウバエは、主に腐敗、発酵した果実、樹液、朽木、キノコなどを摂食しているが、
種によって生息環境の違いに応じて多様な食性を示す事が知られている 
(Carson and Hartt, 1971) 。ショウジョウバエの食物には多くの微生物が含ま
れているため、様々な場所に生息しているショウジョウバエは、様々な微生物環
境に適応していると言える  (Markow and O’Grady, 2005 ; Markow and 
O’Grady, 2008) 。すなわち、生息場所の微生物環境が異なる種間では外部から
侵入してくる微生物に対する応答にも差異が生じていると考えられる。例えば、
キイロショウジョウバエ種群に属するキイロショウジョウバエ (Drosophila 
melanogaster)は、発酵した果実を摂食していることが知られている（Clement, 
1974）。そのため、発酵した果実に多く含まれる出芽酵母に適応していると考え
られる。一方、D. melanogaster は、出芽酵母と同じ真菌のアオカビ(Penicillium 
sp.)が発するジオスミン(Geosmin)に対しては、忌避行動を起こすことが報告さ
れている(Stensmyr, et al.2012)。さらに、アオカビ添加の培地で飼育すると、D. 
melanogaster 成虫の生存時間は短くなることが分かっている（Seto and 
Tamura, 2013)。 
これらの研究結果から、アオカビは D. melanogaster にとって有害であると
考えられる。一方、ショウジョウバエがアオカビに抵抗する手段として、抗菌ペ
プチド、活性酸素などの免疫機構がある。しかし、これらの免疫機構は外部から
侵入してくる微生物だけでなく、腸管内の共生菌に対しても影響を与える可能
性がある。例えば、遺伝子操作によって腸管で抗菌ペプチド遺伝子を過剰発現し
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た D. melanogaster は生存時間が短くなり、その原因として腸内細菌叢のバラ
ンスが崩れることが関係していることが報告されている。Ryu et al. (2008)は、
腸管内ホメオボックス遺伝子のCaudalをRNA干渉によってノックダウンする
ことによって、腸管で抗菌ペプチドを過剰発現させた。その結果、腸内細菌叢に
おいて優占的であった Acetobacteriaceae 科に属する細菌が著しく減少する一
方、それまでほとんど見られなかったGluconobacter属の細菌が優占種となり、
同時に寿命が有意に短くなることが示された。D. melanogaster にとって腸内細
菌叢を維持することは、生き延びるために重要であるといえる。このような研究
結果から、アオカビ摂食によっても腸内細菌叢が影響を受け、寿命が短くなるこ
とが考えられる。 
D. melanogaster には、Drosomycin、Drososin、Cecropin、Metchnikowin、
Defensin、Diptericin、Attacin の 7 種類の抗菌ペプチドが知られている（Jues  
and Jean, 1997; Khush and Lemaitre, 2000; Hedengren et al., 2000）。この中
で Drosomycin、Metchnikowin は抗真菌活性があることが知られている
(Fehlbaum et al., 1994; Levashina et al., 1995)。また、D. melanogaster にお
いて、7 種類全ての抗菌ペプチドについてコードする遺伝子の発現を抑制すると
アカパンカビ耐性は低下するが、Drosomycin 遺伝子のみを強制発現することに
よって野生型と同程度に回復することが報告されている（Tzou et al., 2002）。
このことから、Drosomycin は真菌耐性に重要な役割をはたしていると考えられ
る。この Drosomycin をコードする遺伝子は、D. melanogaster では 7 遺伝子存
在する(図 1）。その中、Dro2 、Dro3 、Dro4 、Dro5 の 4 遺伝子を含む領域の
塩基配列や遺伝子構成においてキイロショウジョウバエ種群に属する 8 種の
ショウジョウバエでは、種によって Dro2 の欠失、Dro3 の重複などの変異があ
ることが分かっている（落合 2012 修士論文、図 2）。この研究結果から、
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Drosomycin 遺伝子のコピー数の違いによって、アオカビ摂食による腸内細菌叢
への影響にも差が生じる可能性が考えられた。そこで本研究では、ショウジョウ
バエの種ごとの微生物に対する適応の違いのしくみを理解することを目指し、
Dro2 、Dro3 、Dro4 、Dro5 のコピー数に差がある D. melanogaster、D. 
takahashii、D. lutescens、D. ficusphila の 4 種のショウジョウバエを用い、ア
オカビ摂食による生存率と腸内細菌叢に対する影響を調べた。具体的には、4 種
のショウジョウバエについてアオカビを含む培地に幼虫を入れ、その中から成
虫が生じる生存率を測定した。そして 16S rRNA 遺伝子のアンプリコンシーケ
ンスを行い細菌叢の推定を行い、アオカビ摂食の有無による腸内細菌叢の違い
を 4 種間で比較した。
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材料と方法 
 
ショウジョウバエ系統 
本研究では、研究室において系統維持されている 4 種のショウジョウバエを
用いた。それらは、キイロショウジョウバエ種群（Drosophila melanogaster 
species group）に属するキイロショウジョウバエ（D. melanogaster）の 
Canton S 系統、KA13101 系統、タカハシショウジョウバエ（D. takahashii）
の上海 83K-53 系統、キハダショウジョウバエ（D. lutescens）の 548-5 系
統、イチジクショウジョウバエ（D. ficusphila）の 1 系統を用いた。それぞれ
の種の系統分類学上の位置は表 1 に示す。 
これらのショウジョウバエは標準培地（寒天末 0.8 %、コーンミール 9%、
グルコース 10 %、エビオス 4 %、プロピオン酸 0.3 %、ボーキニン 1 %）を
用い、20 ℃で飼育した。 
 
アオカビを含む培地と含まない培地の作成 
ショウジョウバエの幼虫にアオカビ（Penicillium sp.）を摂食させるため、
アオカビを含む培地を作成した。アオカビをモルト培地（寒天末 0.5 %、コー
ンミール 5 %、モルト 5 %、スクロース 5 ％、エビオス 4 ％、プロピオン
酸 0.5 %）を用いて 20 ℃で培養した飼育瓶からアオカビの胞子を取りだし、
蒸留水に懸濁させた。この時、懸濁液が OD600 において約 60 になるように調
整した。蒸留水を 3 ml 加えたときの組成が標準培地と同じになる培地 12 ml
を作成し、飼育瓶の中に入れた。そこへアオカビの懸濁液 3 ml または対照実
験用に蒸留水 3 ml を混合し、それぞれ「アオカビを含む培地」と「アオカビ
を含まない培地」とした。アオカビを含む培地は、その後 6～8 日間 20 ℃で
培養し、アオカビに菌糸を出させた。同様に、アオカビを含まない培地も 6～8
日間 20℃で静置した。 
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アオカビ存在状態における生存率の測定 
カビを含む培地と含まない培地に、それぞれショウジョウバエの 1 令または
2 令幼虫を 10 匹ずつ加え、20 ℃で飼育した。そして、11～17 日後、成虫と
して羽化してきた個体の数を記録し、幼虫から成虫になるまでの生存率を計算
した。この実験を各ショウジョウバエ種について 5 回ずつ行い、種ごとに平均
値を算出した。種ごとにアオカビを含む培地と含まない培地で飼育した時の生
存率の差は、Student’s t-検定法を用いて有意水準 5 %で検定した。 
 
 
ショウジョウバエの腸内細菌の採取 
ショウジョウバエの幼虫にアオカビ（Penicillium sp.）を摂食させるため、
単一の飼育瓶から幼虫 20～30 匹を取り出し、アオカビを含む培地に加え、そ
の後 24 時間、20 ℃で飼育した。同様に、同じ飼育瓶から幼虫 20～30 匹を取
り出し、アオカビを含まない培地に加え、その後 24 時間、20 ℃で飼育した。 
アオカビを含む培地、含まない培地、それぞれで飼育した幼虫を、1 個体ず
つ 70％エタノールで洗浄し、体表の付着物や微生物を除いた。その後、ショウ
ジョウバエ生理食塩水 (NaCl 7.5 g ; KCl 0.35 g ; CaCl2 0.21g ; DW 1000 ml) で残
存 70％エタノールを洗浄した。洗浄後の幼虫は、ショウジョウバエ生理食塩水
を入れたスライドグラスに移し、実体顕微鏡下で柄付き針を用いて腸管を摘出
した。摘出した腸管は、lysis buffer  (20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 2 mM 
sodium EDTA, 1.2% Triton-X 100, 20 mg/ml lysozyme) 180 µl が入った 1.5 
ml ディスポーザブル・ホモジナイザー（ニッピ・バイオマッシャーⅡ）でホ
モジナイズした(Wong  et al., 2013)。この操作を、アオカビを含む培地、含ま
ない培地について、それぞれ 10 個体ずつ行い、10 個体分の腸管を合わせて 1
試料（レプリケーション）とした。アオカビを含む培地から取り出した幼虫に
ついては、腸管が緑色になってアオカビを摂食していることが分かる個体を使
用した。解剖に用いたショウジョウバエ生理食塩水は、1 個体ごとに新しいも
のと交換した。 
 また、取り出した幼虫を飼育していた培地をスパチュラ１杯分取り、実体顕
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微鏡下で幼虫と卵を取り除いた後、lysis buffer 180 µl の入った 1.5 ml ディス
ポーザブル・ホモジナイザー（ニッピ・バイオマッシャーⅡ）でホモジナイズ
した。 
 
微生物ゲノム DNA の抽出 
幼虫の腸管および飼育培地の試料は、lysis buffer 中でホモジナイズした後、
37 ℃で 90 分間インキュベートした。その後、Boom et al. (1990)によるシリ
カゲル法を改変した方法により DNA を抽出した。 
ホモジネートに Binding buffer (5 M Guanidine Thiocyanate; 100 mM Tris-
HCl pH 6.6) 600 µl を加え、70 ℃で 10 分間インキュベートした。次に、各チ
ューブにシリカゲル懸濁液 (高速液体クロマトグラフ用球状シリカゲル、直径
5 µm を等量の 0.01 N HCl に懸濁)10 µl を加えボルテックス混合し、1 分毎に
ボルテックスしながら 5 分間静置した。1 分間の遠心 (12,000 rpm、20 ℃) 
後、上清をアスピレーターで除去し、DNA が吸着したシリカゲルの沈殿を回
収した。このシリカゲルの沈殿に再び Binding Buffer 800 µl を加え、ボルテ
ックス混合し、1 分間の遠心 (12,000 rpm、20 ℃) 後、上清をアスピレーター
で除去した。残存する Guanidine Thicyanate を洗浄除去するため、Wash 
Buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5; 100 mM NaCl:Ethanol=1:4) 900 µl を加えて
ボルテックスし、30 秒間の遠心 (12,000 rpm、20 ℃) 後、上清をアスピレー
ターで除去した。この操作を 2 回繰り返した後、シリカゲルの沈殿が半乾き程
度になるまで風乾して残留エタノールを除去した。この沈殿に TE (10 mM 
Tris-HCl pH8.0; 0.1 mM EDTA) 70 µl を加えてボルテックスし、70 ℃で 5 分
間インキュベートした後、30 秒間遠心 (12,000 rpm、20 ℃) し、DNA が溶
出した上清を回収した。 
 
PCR 法による細菌 16S rRNA 遺伝子断片の増幅 
幼虫の腸管および培地から抽出した DNA を鋳型とし、細菌の 16S rRNA 遺
伝子 V3～V6 領域を含む断片の増幅を行なった。プライマーは、細菌 16S 
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rRNA 遺伝子のユニバーサルプライマー、E341f (5’-
CCTACGGGAGGCAGCAG -3’) (Watanabe et al., 2001)および当研究室におけ
る先行研究で設計された Bact_rev_int (5’-ACRRCACGAGCTGACGAC -3’) の
ペアを用いた。抽出した鋳型 DNA 溶液 24 µl を PCR 反応液 152 µl (LA taq 
0.8 µl、10×LA PCR Buffer 16 µl、25 mM MgCl2 16 µl、2.5 mM dNTP Mix 
8 µl、50 µM E341f プライマー 1.6 µl、50 µM Bact_rev_int プライマー 1.6 
µl 、DW 103.2 µl) に加え、20 µl に分注し PCR 反応を行った。PCR 反応
は、95 ℃、1 分間の後、95 ℃・15 秒間、60 ℃・20 秒間、72 ℃・1 分間の
サイクルを 25 サイクル繰り返し、最後に 72 ℃・2 分間の伸長を行った。 
 
PCR 増幅産物の精製 
PCR 産物 160 µl を、あらかじめ Binding Buffer 600 µl、シリカゲル懸濁
液 15 µl が入った 1.5 ml チューブに加え、ボルテックス混合後、1 分毎にボ
ルテックスしながら常温で 5 分間静置した。 1 分間遠心分離（12,000 rpm、
20 ℃）し、上清をアスピレーターで除去した。次に Wash Buffer 80 µl を加
えよく混合し、1 分間遠心分離（12,000 rpm、20 ℃）、上清をアスピレーター
で除去した。この操作をもう一度繰り返した後、沈殿を風乾して残留 Ethanol 
を除去した。その後、TE 20 µl を加え、ボルテックスでよく混合後、1 分間遠
心分離 （12,000 rpm、20 ℃）して上清を回収した。  
回収した上清をアガロース電気泳動し、V3‐V6 領域に相当する 700 bp の断
片切り出した。切り出したアガロースゲル断片（100 mg 以下）は、1.5 ml チ
ューブに装着したスピンカラムの中に入れ、10 分間遠心（12,000 rpm、
20 ℃）し、ゲル断片から DNA を絞り出した。さらにスピンカラムに TE 50 
µl を加え、1 分間遠心（12,000 rpm、20 ℃）し、DNA 溶液を 1.5 ml チュ
ーブに回収した。回収した DNA 溶液に Binding Buffer 400 µl とシリカゲル
懸濁液 10 µl を加え、よく混合した後、1 分毎にボルテックスしながら 5 分
間静置した。そして 1 分間遠心分離（12,000 rpm、20 ℃）後、上清をアスピ
レーターで除去し、DNA が吸着したシリカゲルの沈殿を回収した。次に 
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Wash Buffer 500 µl を加え、よく混合し、1 分間遠心分離（12,000 rpm、
20 ℃）、上清をアスピレーターで除去した。この操作をもう一度繰り返した
後、沈殿が半乾き程度になるよう風乾して残留 Ethanol を除去した。この沈
殿に TE 50 µl を加え、よく混合後 1 分間遠心分離（12,000 rpm、20 ℃）
し、上清を回収した。 回収した DNA 溶液の DNA 濃度は、Qubit® 3.0 フル
オロメーターを用いて測定した。 
 
16S rRNA 遺伝子のアンプリコンシークエンス解析 
精製した 16S rRNA 遺伝子の DNA の断片から、Nextera XT DNA Library 
Prep Kit（イルミナ社）を用い、Illumina 社の MiSeq シーケンサー用のライ
ブラリーを作成した。各試料の DNA の濃度は 0.2 ng/µl になるように希釈し、
Nextera XT DNA Library Prep Kit を用いて DNA の断片化、両端のタグ付け
を行った（タグメンテーション）。得られた DNA サンプルは、付加したタグに
相同な配列を持つ index プライマーを用いて PCR により増幅し、得られた
PCR 産物は AMPureXP（ベックマン・コールター社）を用いた磁気ビーズ法
によって精製した。この時、試料ごとに異なる配列の index プライマーを用い
ることで、配列決定後に配列情報によって試料を識別できるようにした。精製
後、試料間の DNA 量を一定にするため、ビーズを用いた濃度の均一化を行っ
た(ノーマライゼーション)。ノーマライゼーション後、等量のサンプルを混合
し、MiSeq システムによるシークエンス解析を行った。一度のシークエンスラ
ンで 8～12 試料の解析を行った。 
 
QIIME ( Quantitative Insights Into Microbial Ecology )を用いた 16S rRNA
遺伝子の塩基配列データの解析 
 アンプリコンシークエンスによって得られた塩基配列データは、QIIME 
1.9.1 virtualbox (Caporaso et al., 2010) を用いて以下の一連の解析を行った。 
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リードの結合 
 MiSeq システム（イルミナ社）によるアンプリコンシーケンスにより、各々
の配列（リード）は末端の index 配列を除いた fastq ファイルとして試料ごと
に出力された。ペアエンドシークエンスを行ったため、両端から読まれた相補
鎖の配列の結合を行った。この時 50 bp 以上相補的な配列があるペアエンドリ
ードを結合させ、fastq ファイルとして出力した。 
 
クオリティーフィルター 
結合させたリードのうちクオリティースコア 30（Q30）未満、リード長 200 
bp 未満のものを取り除き、fasta ファイルで出力した。この時、配列に 1 塩基
でも Q30 未満のものがある場合、その配列は Q30 未満として取り除いた。 
 
細菌叢の組成の解析 
データベースに含まれる既知の細菌の配列（リファレンス配列）ごとに、
97 %以上相同な配列を持つリードをまとめて Operational Taxonomic Unit 
( OTU ) を作成した。データベースには Greengenes を使用した。またデータ
ベースに相同な配列が存在しないリードは、それらのリード間で 97%以上の相
同性を示すリードをまとめて OTU を作成した。そして OTU の中で最も多い
配列を代表配列とし、その配列と最も相同性の高い細菌の種を検索した。OTU 
作成には、UCLUST アルゴリズム（Edgar, 2010）を用いた。 
 得られた OTU の系統情報をもとに試料の細菌叢の組成を科、属、種レベル
で決定した。 
 
 Rarefaction 解析 
各試料の細菌叢が網羅的に調べられているか検証するため、リード数に対す
る累積曲線 (Rarefaction curve) を作成した。Rarefaction 解析は、サンプリ
ングの結果をもとに生物多様性の度合いを求める手法である (Clench,1979) 。
サンプル数が十分であると曲線は漸近しその環境に含まれる生物種が網羅的に
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調べられていることが分かる。作成した OTU をもとに配列を 1,000 リードず
つリサンプリングし、計 70,000 リードまで行い、リサンプルごとに OTU を作
成しその数を記録した。この作業を 10 回繰り返し、平均を算出した値をプロ
ットした。 
 
試料間の細菌叢の差異の統計検定 
 アオカビを摂食した場合、摂食しなかった場合の幼虫の腸内細菌叢およびそ
れら複数試料間の細菌叢の組成の有意差を調べるため、Scheirer-Ray-Hare 
( SRH )検定を行った。SRH 法は 2 要因、3 水準以上の場合に，水準間の変数
の中央値の差を知る為のノンパラメトリック検定法である。今回、要因はアオ
カビ摂食した場合、摂食しなかった場合とし、水準は科レベルで分類された菌
群とした。データは各試料の科レベルで分類されたリード数を用いた。 
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結果 
 
アオカビ摂食による幼虫～成虫間の生存率 
 ショウジョウバエの幼虫を、アオカビを含む培地とアオカビを含まない培地に
入れ、それぞれ成虫になるまでの生存率を測定した。そして、両培地における生
存率の有意差を t –検定法によって検定した（図 3）。その結果、キイロショウジ
ョウバエ種群に属する 4種全てにおいて、アオカビを含む培地で生育した場合、
生存率が有意に低くなることが示された(D. melanogaster : p < 0.05、D. 
takahashii : p < 0.001 、 D. lutescens : p < 0.05、 D. ficusphila : p < 0.01)。
この結果から、アオカビが D. melanogaster, D. takahashii, D. lutescens, D. 
ficusphila 全ての種において生存を阻害することが分かった。 
  
 
16S rRNA 遺伝子の塩基配列によるショウジョウバエの腸内細菌叢の推定 
MiSeq  による 16S rRNA 遺伝子のアンプリコンシーケンスは、ショウジョ
ウバエ 4 種について、アオカビを含む培地の摂食後、アオカビを含まない培地
の摂食後それぞれについて 6 回行った。また、幼虫を新しい培地に移す前まで
生育した培地については、それぞれ 3 回行った。各試料のリード数, QIIME に
よるペアエンドリード結合後のリード数、Q 値（Q < 30）によるフィルタリン
グ後のリード数,  フィルタリング後のリード長の中央値,  同定された OTU
数を表 2～5 に示す。また QIIME による分類によって同定された科、属、種の
数を表 6～9 に示す。D. melanogaster Canton-S 系統においては、細胞内共生
菌である Wolbachia 属が同定された。Wolbachia 属はショウジョウバエの腸管
細胞内に存在している(Mateos et al., 2006)。そのため腸内細菌叢には含まれな
い。よって腸内細菌叢の組成からは Wolbachia 属は除いた。 
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Rarefaction 解析 
各試料からアンプリコンシーケンスによって検出された細菌の OTU 数が試
料に実際に含まれる細菌種を網羅的に検出できているかを調べるため、
Rarefaction 解析を行った。その結果を図 4～7 に示す。グラフから、ほとんど
の試料の曲線が頭打ちになり、検出された OTU 数が飽和レベルに達しているこ
とが分かる。このことは、MiSeq によるアンプリコンシーケンスのリード数は、
試料の細菌叢を網羅的に調べるため十分であったことを示す。 
 
アオカビ摂食による腸管内細菌叢の組成の差 
ショウジョウバエの幼虫は、飼育瓶の中で親の糞が混ざった培地を摂食して
育つ。そのため同じ瓶で飼育した幼虫の腸内の細菌叢の組成は類似していると
考えられる。また、幼虫を新しい培地に移した場合、幼虫の腸内細菌叢が新しい
培地に移ることも考えられる。そこで、飼育していた培地の細菌叢とアオカビを
含まない新しい培地に移した後の幼虫の腸内細菌叢を比較した。QIIME によっ
て、飼育培地の細菌叢とアオカビを含まない培地、アオカビを含む培地に移した
後の幼虫の腸管内の細菌叢の組成を科レベルにおいて分類した結果を図 8 ( D. 
melanogaster )、 図 9 ( D. takahashii )、 図 10 ( D. lutescens )、図 11 ( D. 
ficusphila )に示す。 
 図 8A より D. melanogaster において飼育培地の細菌叢は Acetobacteraceae
科に属する菌が優占的であり 3回のレプリケーション間で同様の結果となった。
図 8B より、アオカビを含まない培地を摂食した場合の幼虫の腸内細菌叢では
Acetobacteraceae 科に属する菌が優占的であり、6 回のレプリケーション間で
同様の結果となった。飼育培地の試料①では Streptophyta 目に属する菌が約
45％を占めており、アオカビを含まない培地を摂食した場合の腸内細菌叢では
Streptophyta 目に属する菌は検出されなかった。試料①では例外的に細菌叢に
違いが見られたが D. melanogaster は、アオカビを含まない培地を摂食した場
合は腸管内の細菌叢にばらつきは少なく、新しい培地に移動しても腸管内の細
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菌叢は大きく変動しないことが分かる。一方、図 8C よりアオカビを含む培地を
摂食した場合、試料①、②、④、⑤、⑥では優占的な菌群は Acetobacteraceae
であるが、試料③においては、優占的な細菌群は Lactobacillaceae 科になった。
このことから、D. melanogaster はアオカビ摂食によって腸内細菌叢に違いが見
られる場合があることが示唆された。 
 図 9A、B より D. takahashii では、幼虫の飼育培地の細菌叢とアオカビを含
まない培地を摂食した後の腸管との細菌叢は、試料①、②では似た組成となった。
また試料③においても Acetobacteraceae 科に属する菌が優占的であり、
Lactobacillaceae 科に属する菌がそれに続いた。しかし、アオカビを含まない培
地を摂食した後の幼虫の腸内細菌叢の組成はレプリケーション間でばらつく傾
向にあった（図 9B）。このことから D. takahashii は D. melanogaster に比べて
アオカビを含まない培地を摂食した場合の腸内細菌叢のばらつきは大きいが、
新しい培地に移動しても細菌叢の組成は大きく変動しないことが分かる。図9B、
C より、アオカビを含む培地を摂食しても試料②、⑤において優占的な菌群は同
様だった。一方、試料①、③、④、⑥ではアオカビを含む培地を摂食したことに
より優占的な細菌群は Acetobacteraceae 科から Lactobacillaceae 科になった。
D. takahashii の腸内細菌叢は、アオカビ摂食により Lactobacillaceae 科に属す
る菌が増加する傾向が見られた。 
 図 10A、B より D. lutescens では、試料②、③において幼虫の飼育培地とア
オカビを含まない培地に移した後の腸管の細菌叢が似た組成になっている。ま
た試料①においても、飼育培地とアオカビを含まない培地に移した場合ともに、
細菌叢の約 80 %が Acetobacteraceae 科に属する菌であり組成は類似している。
このことから D. lutescens でも D. takahashii 同様、アオカビを含まない培地
を摂食した場合の細菌叢の組成はばらつく傾向があるが、新しい培地を摂食し
ても腸管内の細菌叢は大きく変動しないことが分かる。図 10B、C より D. 
lutescensはアオカビ含む培地を摂食した場合と含まない培地を摂食した場合の
腸内細菌叢ともに、試料②では Acetobacteracea 科、試料⑥では
Lactobacillaceae 科が優占的であり、組成にも大きな差はない。しかし、アオカ
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ビを含む培地を摂食したことにより優占的な菌種が試料①、④では、
Acetobacteraceae 科から Lactobacillaceae 科になり、試料⑤では、
Lactobacillaceae 科から Acetobacteraceae 科となった。また、試料③において
は、アオカビを含む培地を摂食したことにより、細菌叢の組成の約 60 %は
Lactobacillaceae 科に属する菌群が占めており差はなかった。しかしアオカビを
含む培地を摂食したことにより細菌叢の組成の約 30 %は Enterococcaceae 科か
ら Acetobacteraceae 科に属する菌群となった。このことから D. lutescens はア
オカビ摂食により腸内細菌叢の組成に違いが見られる場合があることが示唆さ
れた。 
 図 11A、B より D. ficusphila では、3 回のレプリケーションで飼育培地の細
菌叢とアオカビを含まない培地を摂食した後の腸内細菌叢で Acetobacteraceae
科の菌群が優占的であることが共通している。試料①では細菌叢の組成の約
90 %、試料③では約 80 %が共通しており、両試料間で細菌叢の組成は類似して
いる。一方、試料②においては、飼育培地の細菌叢とアオカビを含まない培地に
移した幼虫の腸内細菌叢は Acetobacteraceae 科に属する菌が優占的であるが、
アオカビを含まない培地を摂食した場合の腸内細菌叢の約 30 %は
Propionibacteruaceae 科や Enterobacteriaceae 科に属する細菌だった。このこ
とから、D. ficusphila でもアオカビを含まない培地を摂食した場合の細菌叢の
組成はばらつく傾向があるが、新しい培地に移動しても腸管内の細菌叢は大き
く変動しないことが分かる。図 11B、C より、D. ficusphila はアオカビを含む
培地を摂食すると試料⑥以外において優占的な細菌群がアオカビを含まない培
地を摂食した場合と異なった。アオカビを含む培地を摂食したことにより優占
的な菌群が試料①、③、⑤では、Acetobacteraceae 科から Lactobacillaceae 科
へ、試料④では Leuconostocaceae 科から Acetobacteraceae 科へ、試料②では 
Acetobacteraceae 科から Paenibacillaceae 科となった。このことから、D. 
ficusphilaはアオカビ摂食により腸内細菌叢の組成に差が見られる傾向が他の 3
種に比べて顕著に見られた。 
以上の結果から、今回使用したショウジョウバエ 4 種においては、アオカビ
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を含まない培地に移した後の幼虫の腸内細菌叢の組成は、レプリケーションご
とにばらつく傾向があったが、このばらつきは生育した培地の細菌叢のばらつ
きを反映していることが分かる。すなわち、ショウジョウバエの腸内細菌叢の組
成は、摂食している培地に依存するといえる。また、今回使用したショウジョウ
バエ 4 種全てについて、アオカビを摂食すると腸内細菌叢において
Lactobacillaceae科が増加し、Acetobacteraceae科が減少する傾向が見られた。 
 
アオカビ摂食の有無による細菌叢の差異 
 ショウジョウバエ 4 種全てにおいて、アオカビを摂食した場合と摂食しなか
った場合において細菌叢の組成に違いが見られた。そこで、ショウジョウバエ種
ごとの腸内細菌叢の組成の違いがアオカビを摂食することによって説明される
か、Scheirer-Ray-Hare ( SRH )検定法によって統計学的有意性を調べた。帰無
仮説は「アオカビを摂食した場合、摂食しなかった場合の試料間で腸内細菌叢の
組成に差がない」ということである。検定結果を表 10 に示す。要因間の差がア
オカビを摂食した場合と摂食しなかった場合の細菌叢の組成の差、水準間の差
が科レベルで分類された菌群間のリード数の差を表している。また表 10 をもと
に要因間、水準間の統計量、それらの交互作用をショウジョウバエ種ごとにまと
めた（表 11）。表 11 より、4 種ともアオカビを摂食した場合と摂食しなかった
場合の細菌叢の組成において有意な差はなく帰無仮説は棄却されなかった( D. 
melanogaster : p > 0.05、D. takahashii : p > 0.05 、 D. lutescens : p > 0.05、 
D. ficusphila : p > 0.05 )。よって、今回の結果からは、アオカビ摂食によって細
菌叢の組成が影響を受けるかどうかは分からないことになった。一方、科レベル
で分類された菌群間においては有意な差が得られ、帰無仮説が棄却された( D. 
melanogaster : p < 0.001、D. takahashii : p < 0.001 、 D. lutescens : p < 0.001、
D. ficusphila : p < 0.001 )。すなわち、科レベルで分類された細菌群の間には有
意な違いがあることが分かった。 
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考察 
 
アオカビ摂食時のショウジョウバエの生存率と Drosomycin 遺伝子コピー数の
関係 
 ショウジョウバエ 4 種( D. melanogaster, D. takahashii, D. lutescens, D. 
ficusphila )におけるアオカビへの抵抗性を知るため、アオカビ存在下における
4 種のショウジョウバエ幼虫の生存率を測定した。その結果、4 種ともアオカ
ビ摂食によって生存率が有意に下がることが示された。すなわち、今回用いた
4 種にとって、アオカビは生存を阻害する働きがあることが明らかである。し
かし、アオカビ摂食による生存率の低下には種間で差が見られ、アオカビへの
抵抗性には種間で差があると考えられる。抗菌ペプチド Drosomycin が抗真菌
活性に重要な役割を果たすことが分かっているため（Tzou et al., 2002）、この
種間の抵抗性の差に影響を与えている可能性として、Drosomycin をコードす
る遺伝子の違いが考えられた。そこで抵抗性の違いと Drosomycin 遺伝子のコ
ピー数との関係を 4 種間で比較した。 
Drosomycin 遺伝子の中、Dro2-Dro5 領域にある遺伝子の数は図 2 より D. 
melanogaster で 4 、D. takahashii で 6、D. lutescens で 5、D. ficusphila 
で 1 である。図 3 より 4 種の中で最も遺伝子数が多い D. takahashii と遺伝子
数が最も少ない D. ficusphila の生存率が同程度となっている。また遺伝子数の
差が小さい D. takahashii と D. lutescens の生存率がかなり異なっている。こ
れらの結果から、アオカビ摂食による生存率の低下と Drosomycin 遺伝子の数
には関連は見出されなかった。また今回使用した D. melanogaster, D. 
takahashii , D. lutescens を含む 5 種のショウジョウバエにおけるアオカビ摂
食時の Dro3 の各コピーの発現量を定量した研究から、アオカビ摂食によって
Dro3 の各コピーに顕著な発現量の増加は見られないことが分かった（宮下 
2015 修士論文)。しかし、今回の結果では、D. takahashii , D. lutescens のア
オカビ存在下での生存率は異なることが分かった。これらのことから、
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Drosomycin 遺伝子の発現量とアオカビに対する抵抗性の間には相関関係は認
められない。宮下（2015 修士論文）によると、使用したカビ種（アオカビ）
に対しては応答しない可能性が示唆されている。今回使用したアオカビは宮下
（2015 修士論文）と同一の株である。そのため本研究において、D. 
melanogaster, D. takahashii , D. lutescens は使用したカビ種へ Drosomycin
遺伝子が応答しなかったため生存率が有意に低下した可能性が考えられる。ア
オカビ摂食による生存率の低下の要因としては、直接的にはアオカビが生成す
るカビ毒（マイコトキシン）、間接的には腸管内で産生される活性酸素の影響
があげられる。 
アオカビが生成するマイコトキシンがショウジョウバエに影響を与え、ショ
ウジョウバエの生存を阻害した可能性に関しては、今回使用したアオカビ種が
属する Penicillium 属の真菌は、シトリニン、 シクロピアゾン酸、オクラトキ
シン A、パツリン、ペニシリン酸、PR トキシン、ミコフェノール酸などのマ
イコトキシンを生成することが報告されている(EI-Banna, 1987)。この中で、 
PR トキシン、ミコフェノール酸について幼虫の生育に有害である可能性が示
されている( Holleley et al., 2008)。今回使用したアオカビ種もショウジョウバ
エにとって生存を阻害するマイコトキシンを生成していた可能性が考えられ
る。 
 ショウジョウバエの腸管内の防御反応には抗菌ペプチド以外に活性酸素があ
る。倉石貴透 and 倉田祥一郎(2012）は D. melanogaster において活性酸素を
産生している Duox （Dual oxidase）を RNA 干渉によってノックダウンする
と酵母の経口摂食において致死になると述べている。活性酸素が産生されると
腸管上皮細胞が損傷するが、ショウジョウバエは腸管の幹細胞を急速に分裂・
増殖させ修復している。この修復に必要とされているシグナル伝達経路の欠損
体は有害細菌の摂食後の生存率が低下する。今回、アオカビを含む培地で飼育
した幼虫は、アオカビ摂食によって活性酸素による腸管上皮細胞が損傷し、そ
の修復能力を上回ったため生存率が低下したとも考えられる。 
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アオカビを摂食した場合の腸内細菌叢と Drosomycin 遺伝子コピー数の関係 
 アオカビ摂食による腸内細菌叢の組成への影響を知るため、16S rRNA 遺伝
子のアンプリコンシーケンスを行った。シークエンス後の Rarefaction 解析を
行ったの結果、ほとんどのサンプルで今回得られたリード数は細菌叢を網羅的
に知るために十分なデータ量であることが分かった。しかし表 6～9 より、検
出された種数と科数を比較すると、どのサンプルでも種数のほうが少ないこと
が分かった。本研究では、16S rRNA 遺伝子の多様性の高い 4 領域(V3-V6)を
含む約 700 bp の断片を増幅した。この保存性の高い領域によって同定可能な
種が少なかったと考えられる。または、今回使用したショウジョウバエ種の腸
管内に共生している細菌の多くがデータベースに種レベルでの同定が行われて
いない配列と高い相同性を示した可能性がある。 
QIIME を用いた細菌叢解析の結果、アオカビを摂食した場合と、摂食しな
かった場合では、4 種全てにおいて腸内細菌叢に差異が見られた。この差異が
有意な差であるかを Scheirer-Ray-Hare ( SRH )検定を用いて検証した結果、
アオカビを摂食した場合、摂食しなかった場合の間に腸内細菌叢の組成には有
意な差は検出されなかった。よって、今回の結果からは腸内細菌叢の組成がア
オカビ摂食によって影響を受けているとはいえなかった。そのため、アオカビ
摂食による腸内細菌叢と Drosomycin 遺伝子コピー数との間の関係も明らかに
できなかった。アオカビを摂食した場合と、摂食しなかった場合の間で腸内細
菌叢に有意な違いが見られなかった原因として、レプリケーション間の細菌叢
の組成が大きく異なる傾向が見られたことをあげられる。D. melanogaster 成
虫において、抗生物質によって腸内細菌叢が乱された個体を、抗生物質投与前
に飼育していた培地に戻すことによって腸内細菌叢を元の状態に回復させる方
法が知られている(Yixin et al., 2017)。これは、ショウジョウバエ幼虫の腸内
細菌叢は摂食によって大きく変化することを示すものである。また、飼育瓶で
飼育しているショウジョウバエの幼虫は、成虫の糞と培地が混ざり合ったもの
を摂食している。これらのことから同一の飼育瓶で生育した幼虫の腸内は、同
様の細菌叢を持つと考えられる。今回、異なるレプリケーションは同一の系統
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であるが飼育している瓶は異なるものを使用した。そしてアオカビを含む培地
と含まない培地を摂食させた幼虫は同一の飼育瓶由来のものを使用した。よっ
てアオカビを摂食した場合、摂食しなかった場合の条件の間の比較は、もとも
と同様の腸内細菌叢を持つ幼虫を用いているため、異なる飼育瓶由来のレプリ
ケーション間の腸内細菌叢に比べて差異が小さかった可能性がある。アオカビ
摂食による腸内細菌叢への影響は、同一の飼育瓶から複数回レプリケーション
を行うことで検証できると考えられる。 
 また Scheirer-Ray-Hare ( SRH )検定の結果、ショウジョウバエ 4 種全てに
おいて水準間の差である細菌叢を構成している細菌群の間に有意な差が得られ
た。よって細菌叢を構成している細菌群のリード数は均一ではないことがいえ
る。ここから 4 種のショウジョウバエの腸管内の細菌叢には優占的な細菌群が
存在していることが分かる。今回の水準間に有意な差が得られた理由として、
D. melanogaster は Acetobacteraceae 科、D. takahashii と D. lutescens では
Acetobacteraceae 科と Lactobacillaceae 科、D. ficusphila では
Acetobacteraceae 科と Lactobacillaceae 科、Leuconostocaceae 科が細菌叢で
優占的な細菌群となる場合が多く見られたことが考えられた。 
   
レプリケーション間の細菌叢の組成の違い 
 QIIME による細菌叢解析の結果、4 種全てにおいてレプリケーション間で細
腸内菌叢の組成に比較的大きな差が見られる傾向があった。このことから、同
一系統でも異なる飼育瓶で生育すると幼虫の腸内細菌叢の組成に差が生じるこ
とが示唆された。またアオカビを摂食しない場合、レプリケーションごとに検
出される細菌種とされない細菌種が存在した。D. melanogaster 成虫では研究
室内の同一系統においても、サンプルの採取時期が異なると検出される腸内細
菌の細菌種が変化することが報告されている (Wong et al., 2013)。このことか
ら、D. melanogaster の腸内細菌叢には常に同様の細菌種が含まれるわけでは
ないといえる。今回得られた結果は、この研究の内容を反映しているといえ
る。本研究によって D. melanogaster 以外のショウジョウバエ種(D. 
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takahashii , D. lutescens, D. ficusphila)においても同様の結果が得られること
が分かった。 
 本研究では、幼虫の腸内細菌叢は、飼育培地の細菌叢に大きく依存すること
が示唆された。そのためアオカビを含まない培地を摂食した場合のレプリケー
ション間の腸内細菌叢のばらつきは、それまでの飼育状態による影響が大きい
と考えられる。D. melanogaster 成虫は、羽化後の日齢が異なると腸内細菌叢
の組成や細菌量が変化していることが報告されている (Wong et al., 2011)。ま
た飼育に使用している標準培地には、煮沸後防腐剤としてボーキニンとプロピ
オン酸を加える。そのため標準培地はほぼ無菌状態であることが予想される。
飼育培地の細菌叢を形成する主要因は、標準培地に加えられる成虫に付着して
いる細菌と成虫の腸内細菌であると考えられる。つまり幼虫の腸内細菌叢にレ
プリケーション間でばらつきが見られる原因は、飼育時の培地交換の際に様々
な日齢の成虫を加えたことによって飼育培地の細菌叢にばらつきが生じたこと
が考えられる。飼育時の幼虫の腸内細菌叢のばらつきを少なくするためには、
加える成虫を同一の飼育瓶で育て、日齢を揃えるなどの操作が必要であった。
また、レプリケーション間の腸内細菌叢がばらつくもう一つの原因として、腸
管の部位によって内部の pH が異なることが関係していることもあげられる。
ショウジョウバエ消化管系は哺乳類消化管系と形態が類似しており、また、管
内に pH 勾配が存在することが報告されている(Apidianakis and Rahme, 2011; 
Cox and Gilmore, 2007)。pH 環境が異なる部位間では、細菌叢の組成も異な
ることが考えられる。今回摘出し、DNA を抽出した腸管は腸全体である。よ
って腸管を部位ごとに区別し、特定の部位の腸管 DNA を抽出することで細菌
叢のばらつきをより小さくできることができたかもしれない。 
 
アオカビ耐性と腸内細菌叢の関係 
 腸内細菌の有無によって D. melanogaster 幼虫の Candida albicans 経口摂
取後の生存率が変化することが報告されている(Glittenberg et al. 2011)。その
ため今回使用したアオカビ(Penicillium sp.)に対しても腸内細菌はショウジョ
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ウバエの幼虫にとって重要な役割を担っていることが考えられた。しかし本研
究の結果からは、アオカビ摂食による腸内細菌叢の有意な差は検出できなかっ
た。そのため 4 種間のアオカビ耐性と腸内細菌叢の相関関係を比較することは
できなかった。本研究では、腸内細菌叢の組成を中心に解析を行った。しかし
ショウジョウバエの腸内細菌を評価するにあたり、腸管内の細菌量も重要な要
素である。アオカビ摂食後、ショウジョウバエの腸内細菌はアオカビが生成し
ていると考えられるペニシリンをはじめとするマイコトキシンに殺菌されてい
る可能性がある。またペニシリンとストレプトマイシンの混合液を飼育培地に
加え飼育すると混合液を含まない培地で飼育したハエに比べ腸内細菌の量は変
わらず、組成に差が見られることが報告されている(Yixin et al., 2016)。この
ことから、細菌の種類によってにペニシリンとストレプトマイシン作用が異な
ることが考えられる。そこでアオカビ摂食後の腸内細菌叢について、全ての細
菌種または特定の細菌種の細菌量を知ることでアオカビ摂食による腸内細菌叢
への影響をより詳細に理解できることが期待される。 
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結論 
 
今回のショウジョウバエ４種における腸内菌叢解析の結果からは、アオカビ
が腸内細菌叢に与える影響は検出できなかった。しかし、反復実験間の細菌叢
のばらつきを少なくするための工夫や、腸管内の細菌量などの細菌叢の組成以
外の観点から腸内細菌叢の評価を行うことによって、4 種においてアオカビが
腸内細菌叢に与える影響を検証できるかもしれない。そのようにして、アオカ
ビに対する腸内細菌叢の応答を種間で比較することができると、ショウジョウ
バエの種による微生物に対する適応の違いとそのしくみの理解を深めることが
できると期待される。  
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表 1 本研究で用いたショウジョウバエ 4 種の系統分類学的位置 
 
 
Family Drosophilidae（ ショウジョウバエ科 ） 
    Subfamily Drosophilinae（ ショウジョウバエ亜科 ） 
        Tribe Drosophilini（ ショウジョウバエ族 ） 
            Genus Drosophila（ ショウジョウバエ属 ） 
                Subgenus Sophophora（ シマショウジョウバエ亜属 ） 
                    Drosophila melanogaster species group（ キイロショウジョバエ種群 ） 
                        Drosophila melanogaster species subgroup（ キイロショウジョウバエ種亜群 ） 
                                       Drosophila melanogaster 
                        Drosophila takahashii species subgroup（ タカハシショウジョウバエ種亜群 ） 
                                       Drosophila takahashii 
                                       Drosophila lutescens 
                        Drosophila ficusphila species subgroup（ イチジクショウジョウバエ種亜群 ） 
  
科 亜科 族 属 亜属 種群 種亜群  種 
                                        Drosophila ficusphila 
30 
表 2 D. melanogaster の幼虫飼育培地 (ⅰ)、アオカビを含まない培地を摂食し
た幼虫の腸管 (ⅱ)、アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 (ⅲ)の細菌叢の
16S rRNA 遺伝子配列解析結果（リード数、ペアエンド結合リード数、Q30 フ
ィルター後リード数とそれらのリードの長さの中央値、同定された OTU 数）。 
ⅰ 幼虫飼育培地 
 
試料① 試料② 試料③ 
リード数 95,280 93,057 107,742 
ペアエンド結合後リード数 84,358 81,309 94,093 
フィルター後リード数 66,737 70,854 77,703 
リード長 (中央値) 278 253 271 
同定された OTU数 302 95 99 
    
ⅱ アオカビを含まない培地を摂食した幼虫の腸管 
 
試料①* 試料②* 試料③* 試料④* 試料⑤* 試料⑥* 
リード数 114,037 174,564 87,349 100,602 200,980 184,558 
ペアエンド結合後リード数 99,125 153,549 75,793 88,530 170,756 156,157 
フィルター後リード数 93,185 89,088 57,172 60,329 96,669 150,875 
リード長 (中央値) 258 275 281 299 300 270 
同定された OTU数 324 623 134 412 399 257 
*試料④は Canton S 系統、それ以外の五つの試料は KA13101 系統を使用した。 
 
ⅲ アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 
 
試料①* 試料②* 試料③* 試料④* 試料⑤* 試料⑥* 
リード数 
ペアエンド結合後リード数 
フィルター後リード数 
リード長 (中央値) 
同定された OTU数 
145,110 
126,384 
117,472 
272 
563 
105,125 
92,082 
44,999 
299 
405 
109,571 
92,360 
53,260 
323 
419 
198,069 
171,927 
144,710 
273 
1,371 
189,120 
158,533 
122,192 
307 
451 
146,459 
126,106 
105,879 
294 
357 
*試料④は Canton S 系統、それ以外の五つの試料は KA13101 系統を使用した。 
 
  
31 
表 3 D. takahashii の幼虫飼育培地 (ⅰ)、アオカビを含まない培地を摂食し
た幼虫の腸管 (ⅱ)、アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 (ⅲ)の細菌叢の
16S rRNA 遺伝子配列解析結果（リード数、ペアエンド結合リード数、Q30 フ
ィルター後リード数とそれらのリードの長さの中央値、同定された OTU 数）。 
ⅰ 幼虫飼育培地 
  試料① 試料② 試料③ 
リード数 111,553 96,892 103,131 
ペアエンド結合後リード数 99,834 84,573 90,429 
フィルター後リード数 87,135 35,921 61,335 
リード長(中央値) 271 324 286 
同定された OTU数 594 316 465 
 
ⅱ アオカビを含まない培地を摂食した幼虫の腸管 
  試料① 試料② 試料③ 試料④ 試料⑤ 試料⑥ 
リード数 82,563 101,225 94,288 154,299 181,999 191,066 
ペアエンド結合後リード数 73,011 89,588 83,582 138,390 158,682 164,946 
フィルター後リード数 65,639 52,967 48,541 95,538 158,682 141,512 
リード長(中央値) 254 271 280 300 246 288 
同定された OTU数 494 417 804 769 1,292 734 
 
ⅲ アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 
  試料① 試料② 試料③ 試料④ 試料⑤ 試料⑥ 
リード数 108,193 103,901 69,351 291,356 200,802 156,316 
ペアエンド結合後リード数 96,923 92,054 51,560 248,917 176,569 135,904 
フィルター後リード数 80,855 33,558 49,297 239,222 176,439 119,246 
リード長 (中央値) 269 299 325 265 254 293 
同定された OTU数 258 505 704 434 1,245 521 
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表 4 D. lutescens の幼虫飼育培地 (ⅰ)、アオカビを含まない培地を摂食した
幼虫の腸管 (ⅱ)、アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 (ⅲ)の細菌叢の
16S rRNA 遺伝子配列解析結果（リード数、ペアエンド結合リード数、Q30 フ
ィルター後リード数とそれらのリードの長さの中央値、同定された OTU 数）。 
ⅰ 幼虫飼育培地 
  試料① 試料② 試料③ 
リード数 191,058 135,348 185,741 
ペアエンド結合後リード数 174,989 120,211 164,494 
フィルター後リード数 173,974 119,936 161,346 
リード長 (中央値) 230 224 247 
同定された OTU数 924 515 886 
 
ⅱ アオカビを含まない培地を摂食した幼虫の腸管 
  試料① 試料② 試料③ 試料④ 試料⑤ 試料⑥ 
リード数 166,770 207,173 137,539 108,598 141,173 140,961 
ペアエンド結合後リード数 146,490 179,094 117,545 92,935 119,646 120,327 
フィルター後リード数 135,878 94,922 62,512 84,070 112,001 109,378 
リード長 (中央値) 262 274 309 286 273 292 
同定された OTU数 666 677 604 769 866 522 
       
ⅲ アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 
  試料① 試料② 試料③ 試料④ 試料⑤ 試料⑥ 
リード数 149,449 180,484 148,819 174,563 226,111 244,067 
ペアエンド結合後リード数 129,686 155,224 128,747 148,020 198,275 205,530 
フィルター後リード数 126,377 137,713 113,341 128,475 192,126 195,734 
リード長 (中央値) 263 238 266 285 257 294 
同定された OTU数 187 992 1,012 723 1,407 833 
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表 5 D. ficusphila の幼虫飼育培地 (ⅰ)、アオカビを含まない培地を摂食した
幼虫の腸管 (ⅱ)、アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 (ⅲ)の細菌叢の
16S rRNA 遺伝子配列解析結果（リード数、ペアエンド結合リード数、Q30 フ
ィルター後リード数とそれらのリードの長さの中央値、同定された OTU 数）。 
ⅰ 幼虫飼育培地 
  試料① 試料② 試料③ 
リード数 87,158 102,556 100,899 
ペアエンド結合後リード数 74,613 89,645 88,501 
フィルター後リード数 70,375 85,502 62,020 
リード長 (中央値) 267 233 282 
同定された OTU数 274 167 501 
 
ⅱ アオカビを含まない培地を摂食した幼虫の腸管 
  試料① 試料② 試料③ 試料④ 試料⑤ 試料⑥ 
リード数 192,103 212,614 104,291 169,647 154,687 117,372 
ペアエンド結合後リード数 174,971 190,789 91,834 153,244 135,200 101,022 
フィルター後リード数 137,814 172,427 87,928 130,054 95,324 69,530 
リード長 (中央値) 239 226 241 273 284 315 
同定された OTU数 408 1,427 1,256 309 445 1,469 
 
ⅲ アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 
  試料① 試料② 試料③ 試料④ 試料⑤ 試料⑥ 
リード数 108,309 118,520 102,026 137,294 151,880 83,081 
ペアエンド結合後リード数 97,282 104,454 87,594 121,953 130,577 58,334 
フィルター後リード数 94,118 87,294 85,854 97,381 127,925 51,854 
リード長 (中央値) 261 243 250 268 274 363 
同定された OTU数 177 750 970 1,049 721 919 
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表 6 D. melanogaster における幼虫飼育培地 (ⅰ)、アオカビを含まない培地
を摂食した幼虫の腸管 (ⅱ)、アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 (ⅲ)の
細菌叢の 16S rRNA 遺伝子配列解析によって同定された科、属、種数。 
ⅰ 幼虫飼育培地 
 試料① 試料② 試料③ 
科 4 1 1 
属 3 1 1 
種 2 0 0 
 
ⅱ アオカビを含まない培地を摂食した幼虫の腸管 
 
試料①* 試料②* 試料③* 試料④* 試料⑤* 試料⑥* 
科 5 11 3 5 5 4 
属 5 8 3 4 5 3 
種 1 5 1 1 2 1 
*試料④は Canton S 系統、それ以外の五つの試料は KA13101 系統を使用した。 
 
ⅲ アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 
  試料①* 試料②* 試料③* 試料④* 試料⑤* 試料⑥* 
科 7 9 4 7 4 5 
属 7 9 4 6 4 5 
種 3 6 1 1 2 1 
*試料④は Canton S 系統、それ以外の五つの試料は KA13101 系統を使用した。 
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表 7 D. takahashii における幼虫飼育培地 (ⅰ)、アオカビを含まない培地を
摂食した幼虫の腸管 (ⅱ)、アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 (ⅲ)の細
菌叢の 16S rRNA 遺伝子配列解析によって同定された科、属、種数。 
ⅰ 幼虫飼育培地 
  試料① 試料② 試料③ 
科 2 2 2 
属 3 2 2 
種 2 2 1 
 
ⅱ アオカビを含まない培地を摂食した幼虫の腸管 
  試料① 試料② 試料③ 試料④ 試料⑤ 試料⑥ 
科 4 4 15 7 15 5 
属 4 4 12 6 11 4 
種 3 3 6 2 3 3 
 
ⅲ アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 
  試料① 試料② 試料③ 試料④ 試料⑤ 試料⑥ 
科 4 7 6 3 9 3 
属 4 6 5 3 5 4 
種 3 2 3 2 2 3 
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表 8 D. lutescens における幼虫飼育培地 (ⅰ)、アオカビを含まない培地を摂
食した幼虫の腸管 (ⅱ)、アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管(ⅲ)の細菌
叢の 16S rRNA 遺伝子配列解析によって同定された科、属、種数。 
ⅰ 幼虫飼育培地 
  試料① 試料② 試料③ 
科 7 2 2 
属 6 4 3 
種 2 1 2 
 
ⅱ アオカビを含まない培地を摂食した幼虫の腸管 
  試料① 試料② 試料③ 試料④ 試料⑤ 試料⑥ 
科 5 6 7 6 3 4 
属 7 4 5 6 4 4 
種 2 3 3 3 3 3 
 
ⅲ アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 
  試料① 試料② 試料③ 試料④ 試料⑤ 試料⑥ 
科 1 5 4 4 12 4 
属 2 6 6 4 13 4 
種 1 3 3 2 2 3 
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表 9 D. ficusphila における幼虫飼育培地 (ⅰ)、アオカビを含まない培地を摂
食した幼虫の腸管 (ⅱ)、アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 (ⅲ)の細菌
叢の 16S rRNA 遺伝子配列解析によって同定された科、属、種数。 
ⅰ 幼虫飼育培地 
  試料① 試料② 試料③ 
科 5 2 2 
属 3 2 2 
種 2 1 1 
 
ⅱ アオカビを含まない培地を摂食した幼虫の腸管 
  試料① 試料② 試料③ 試料④ 試料⑤ 試料⑥ 
科 5 19 17 1 6 26 
属 4 19 13 1 5 27 
種 2 10 5 0 2 14 
 
ⅲ アオカビを含む培地を摂食した幼虫の腸管 
  試料① 試料② 試料③ 試料④ 試料⑤ 試料⑥ 
科 4 10 20 14 2 22 
属 4 9 19 10 2 23 
種 1 2 9 4 2 9 
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表 10  4 種のショウジョウバエにおける腸内細菌叢の差異の Scheirer-Ray-
Hare 検定結果。要因はアオカビを摂食したか摂食しなかったか、水準は科レ
ベルで分類された菌群のリード数。データは科レベルで検出された細菌のリー
ド数。 
ⅰ D. melanogaster 
  平方和 自由度 平均平方 統計量 p値 
要因間 398.6786 1  0.878426 0.348633 
水準間 22,213.13 6  48.94317 7.65E-09 
交互作用 1,300.613 6  2.865699 0.825504 
群内 13,757.58 70    
合計 37,670 83 453.8554     
  
ⅱ D. takahashii 
  平方和 自由度 平均平方 統計量 p値 
要因間 68.48148 1  0.0917 0.762027 
水準間 49,013.38 8  65.63128 3.62E-11 
交互作用 3,517.56 8  4.710183 0.788055 
群内 27,308.08 90    
合計 79,907.5 107 746.7991     
  
ⅲ D. lutescens 
  平方和 自由度 平均平方 統計量 p値 
要因間 5.555556 1  0.014034 0.905698 
水準間 21,050.71 5  53.17821 3.09E-10 
交互作用 583.1528 5  1.473158 0.916146 
群内 6,466.083 60    
合計 28,105.5 71 395.8521     
 
ⅳ D. ficusphila 
  平方和 自由度 平均平方 統計量 p値 
要因間 506.25 1  0.366273 0.545043 
水準間 92,440.96 11  66.88131 4.76E-10 
交互作用 2,460.042 11  1.779847 0.999132 
群内 102,242.3 120    
合計 197,649.5 143 1,382.164     
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表 11  4 種のショウジョウバエにおける Scheirer-Ray-Hare 検定の統計量 
  D. melanogaster D. takahashii D. lutescens D. ficusphila 
アオカビ摂食 0.88 
( p = 0.35 ) 
0.09 
( p = 0.76 ) 
0.01 
( p = 0.91 ) 
0.37 
( p = 0.55 ) 
細菌群 48.94 
 ( p = 7.65E-09 ) 
65.63 
( p = 3.62E-11 ) 
  53.18  
( p = 3.09E-10 ) 
  66.88 
( p = 4.76E-10 ) 
交互作用 2.87 
  ( p = 0.83 ) 
4.71 
( p = 0.79 ) 
1.47 
( p = 0.92 ) 
1.78 
(p = 0.999) 
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図 1 Drosophila melanogaster の Drosomycin 遺伝子群のゲノム上の配置（Yang et al. 2006 より） 
 D. melanogaster では Drosomycin をコードする 7 遺伝子は全て第 3 染色体左腕上にある。その中で Dro2、Dro3、
Dro4、Dro5 の 4 遺伝子は 3kb 以内に近接している。そして Dro5 の下流約 18kb の位置には Dro-l と Dro6 があり、
さらに下流約 33kb には Drs がある。それぞれの遺伝子のコード領域は 210bp から 219bp である。また、Dro-l、Dro6
は転写方向が他の遺伝子と異なる。 
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図 2 キイロショウジョウバエ種群に属する 9 種における Dro2、Dro3、Dro4、Dro5 の構成（落合 修士論文 2012 より） 
  Drosomycin 遺伝子群の構成の模式図。■は Drosomycin 遺伝子、 は他種にある Drosomycin 遺伝子が存在しないこ
とを示す。Dro3(i): Dro3_1, Dro3(ii): Dro3_2, Dro3(iii): Dro3_3, Dro3(iv): Dro3_4 . 
 
42 
 
 
 
幼虫から成虫までの生存率 
 
      
図 3  D. melanogaster, D. takahashii, D. lutescens, D. ficusphila のアオカビを含む培地で飼育した場合、アオカビを含
まない培地で飼育した場合の幼虫から成虫までの生存率。 (* : p < 0.05 , ** : p < 0.01, *** : p < 0.001 ; t –検定法による)。 
 
43 
 
 
D. melanogaster 
 
 
A : 幼虫飼育培地の細菌叢         B : アオカビを摂食しなかった腸管の細菌叢     C : アオカビを摂食した腸管の細菌叢 
 
 
図 4 D. melanogaster における幼虫飼育培地 (A)、アオカビを含まない培地を摂食した場合の幼虫の腸管 (B)、含む培地を摂食
した場合の幼虫の腸管 (C)に含まれる細菌叢の Rarefaction curve。飼育培地の試料①～③はスパチュラ１杯分で一つの試料とし
た。アオカビを摂食した場合、摂食しなかった場合の幼虫の試料①～⑥はそれぞれ腸管を 10 個体分で一つの試料とした。試料④
は Canton S 系統、それ以外の五つの試料は KA13101 系統を使用した。 
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D. takahashii 
 
 
A : 幼虫飼育培地の細菌叢         B : アオカビを摂食しなかった腸管の細菌叢     C : アオカビを摂食した腸管の細菌叢 
 
 
図 5 D. takahashii における幼虫飼育培地 (A)、アオカビを含まない培地を摂食した場合の幼虫の腸管 (B)、含む培地を摂食し
た場合の幼虫の腸管(C)に含まれる細菌叢の Rarefaction curve。飼育培地の試料①～③はスパチュラ１杯分で一つの試料とした。
アオカビを摂食した場合、摂食しなかった場合の幼虫の試料①～⑥はそれぞれ腸管を 10 個体分で一つの試料とした。 
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D. lutescens 
 
A : 幼虫飼育培地の細菌叢          B : アオカビを摂食しなかった腸管の細菌叢    C : アオカビを摂食した腸管の細菌叢 
 
 
図 6 D. lutescens における幼虫飼育培地 (A)、アオカビを含まない培地を摂食した場合の幼虫の腸管 (B)、含む培地を摂食した
場合の幼虫の腸管(C)に含まれる細菌叢の Rarefaction curve。飼育培地の試料①～③はスパチュラ１杯分で一つの試料とした。ア
オカビを摂食した場合、摂食しなかった場合の幼虫の試料①～⑥はそれぞれ腸管を 10 個体分で一つの試料とした。 
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D. ficusphila 
 
 
A : 幼虫飼育培地の細菌叢         B : アオカビを摂食しなかった腸管の細菌叢     C : アオカビを摂食した腸管の細菌叢 
 
 
図 7 D. ficusphila における幼虫飼育培地 (A)、アオカビを含まない培地を摂食した場合の幼虫の腸管 (B)、含む培地を摂食した
場合の幼虫の腸管(C)に含まれる細菌叢の Rarefaction curve。飼育培地の試料①～③はスパチュラ１杯分で一つの試料とした。ア
オカビを摂食した場合、摂食しなかった場合の幼虫の試料①～⑥はそれぞれ腸管を 10 個体分で一つの試料とした。 
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D. melanogaster 
 
 
A : 幼虫飼育培地の細菌叢      B : アオカビを摂食しなかった腸管の細菌叢  C : アオカビを摂食した腸管の細菌叢 
 
図 8 D. melanogaster における幼虫飼育培地 (A)、アオカビを含まない培地を摂食した場合の幼虫の腸管 (B)、含む培地を摂食した場合の幼
虫の腸管 (C)に含まれる細菌叢の科レベルの組成。試料の細菌叢の中で 1 %以上検出された科を示し 1 %未満で検出された科は others に分類
した。飼育培地の①～③はスパチュラ１杯分で一つの試料とした。アオカビを摂食した場合、摂食しなかった場合の幼虫の①～⑥はそれぞれ腸
管を 10 個体分で一つの試料とした。試料④は Canton S 系統、それ以外の五つの試料は KA13101 系統を使用した。 
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D. takahashii 
 
 
A : 幼虫飼育培地の細菌叢      B : アオカビを摂食しなかった腸管の細菌叢  C : アオカビを摂食した腸管の細菌叢 
 
図 9 D. takahashii における幼虫飼育培地 (A)、アオカビを含まない培地を摂食した場合の幼虫の腸管 (B)、含む培地を摂食した場合の幼虫
の腸管(C)に含まれる細菌叢の科レベルの組成。試料の細菌叢の中で 1 %以上検出された科を示し 1 %未満で検出された科は others に分類し
た。飼育培地の①～③はスパチュラ１杯分で一つの試料とした。アオカビを摂食した場合、摂食しなかった場合の幼虫の①～⑥はそれぞれ腸
管を 10 個体分で一つの試料とした。 
49 
D. lutescens 
 
 
        A : 幼虫飼育培地の細菌叢        B : アオカビを摂食しなかった腸管の細菌叢    C : アオカビを摂食した腸管の細菌叢 
 
図 10 D. lutescens における幼虫飼育培地 (A)、アオカビを含まない培地を摂食した場合の幼虫の腸管 (B)、含む培地を摂食した場合の幼虫の
腸管(C)に含まれる細菌叢の科レベルの組成。試料の細菌叢の中で 1 %以上検出された科を示し 1 %未満で検出された科は others に分類した。
飼育培地の①～③はスパチュラ１杯分で一つの試料とした。アオカビを摂食した場合、摂食しなかった場合の幼虫の①～⑥はそれぞれ腸管を
10 個体分で一つの試料とした。 
50 
D. ficusphila 
  
 
           A : 幼虫飼育培地の細菌叢       B : アオカビを摂食しなかった腸管の細菌叢   C : アオカビを摂食した腸管の細菌叢 
 
図 11 D. ficusphila における幼虫飼育培地 (A)、アオカビを含まない培地を摂食した場合の幼虫の腸管 (B)、含む培地を摂食した場合の幼虫
の腸管(C)に含まれる細菌叢の科レベルの組成。試料の細菌叢の中で 1 %以上検出された科を示し 1 %未満で検出された科は others に分類し
た。飼育培地の①～③はスパチュラ１杯分で一つの試料とした。アオカビを摂食した場合、摂食しなかった場合の幼虫の①～⑥はそれぞれ腸
管を 10 個体分で一つの試料とした。 
